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ネズミ糞線虫の発育・分化に関する研究

Ｉ、第１期幼虫の分離法について

田口五弘須藤千春熊田信夫

(昭和63年11月22日掲載決定）

要約

ネズミ糞線虫Ｓｔ７ｏ"gyJoi血ｓγαttiの発育・分化に関する研究に資する目的で第１期幼虫を感染

ラットの糞便から分離する方法について検討した。イソペーク溶液および庶糖液を用いた不連続密

度勾配遠心法により分離を試みたところ，大部分の幼虫は密度約1.059／mZおよび1.079／､Jの画
分からそれぞれ回収された。さらに，操作の簡便化をはかるために，庶糖液を用いた遠心浮上法に

ついても検討した。その結果，糞線虫感染ラットの糞溶解液の遠心沈澄を40％庶糖液で再浮遊し，
これに少量（ｌｍＤの蒸留水を重層して1,500rpm，３分間遠心すると，庶糖液と蒸留水の境界層か

ら93％以上の幼虫が回収された。この方法，すなわち蒸留水重層庶糖液遠心浮上法は分離操作の簡

便性・確実性・高回収率および経済性などからみて，従来から慣用されている分離方法より優れて
いるものと考えられた。

lfeywords：St7o7zgyJojdesγαtti，first-stagelarva，sucrose，discontinuousdensitygradient，

centrifugationflotation

はじめに
ようなこ方向の発育・分化を支配する要因については古

くから研究されてきたが，未解決な点が多い（田中，

１９５５；阿部・田中，１９６５；Galliard,１９６７；Triantaphyl-

IouandMoncol,1977)．

発育・分化に関する要因を検討する手段として，感染

宿主動物の糞に含まれる幼虫包蔵卵（虫卵）および第１

期幼虫（Ｌ,幼虫）を濾紙培養法等によって発育させ，温

度，栄養および個体数密度などの環境条件の発育・分化

に及ぼす影響について以前から検討されている（田辺，

１９３８；Graham，１９３９；Premvati，１９５８ａ，１９５８ｂ；

Ｈａｎｓｅｎｅｔａ１．，１９６９；Arizono，１９７６；Moncoland

Triantapyllou,１９７８；Nwaorgu，１９８３；ＳｈｉｗａｋｕｅｔａＪ.，

1988）。

我々はネズミ糞線虫の発育・分化に関する研究の手始

めとして，感染ラット糞よりＬ,幼虫を効率的に分離す

る方法について検討し，改良を加えたので，その結果に

ついて報告する。

材料および方法

１）ネズミ糞線虫と実験動物

実験に用いたネズミ糞線虫８tγo"gyZoides7attiは，

1984年４月に名古屋市港区内の下水溝で捕獲されたドブ

ネズミＲａｔｍｓ〃o7Degicz4sより分離し，５～８週齢の

SpragueDawley系ラットで継代中のものである。原則

として２週間間隔で，糞の濾紙培養法で得られた第３期

ヒトの糞線虫Ｓｔ７ｏ"gﾂJoidessteγＣＯγαZjsは熱帯・亜熱

帯に広く分布し，我が国でも九州南部，特に奄美・沖縄

地域が浸淫地として知られている。この糞線虫の小腸粘

膜内寄生による症状は，患者の約半数が無症状または下

痢を主徴とする軽度の消化器障害を呈する程度である

が，宿主の免疫機能が低下した場合などには播種性の過

剰感染によって，ときには致死的なこともある（田中，

1955；Galliardl967；加藤ら，１９７０；堀・高木，1972；

塩坂ら，１９７９；川平，１９８３；Neva，1986)。また最近で

は糞線虫感染と成人Ｔ細胞白血病ウイルス（HTLV-I）

の感染との関連性が指摘されている（ＮａｋａｄａｅｔａＪ.，

1984；Fujita,ｅｔａＪ.,１９８５；YamaguchietaJ.,1987)．

ヒトの糞線虫は猿・犬・猫には感染するが，小型実験

動物の体内では発育が完了しないために，ヒトの糞線虫

と同属・近縁で共通点の多いネズミ糞線虫Ｓｔｒｏ,zgyJoi-

desγαttiが実験モデルとして広く用いられている（天

野，1959；TanakaandAmano，１９６０；ＴａｄａｅｔａＪ.，

1979；Murrell,1981；OwhashietaJ.,1986)。

Ｓｔγo"gyZoi`Cs属の線虫は，その生活史に自由世代と

寄生世代とを持ち，寄生世代の雌は単為生殖により産卵

する。孵化した幼虫は自由世代のラブジチス型の雌また

は雄成虫に発育するものと，第３期幼虫（フィラリア型

幼虫）に発育して宿主に感染するものとに別れる。この

(名古屋大学医学部医動物学教室）
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幼虫（Ｌ3幼虫）1,000匹を後腹側部に皮下接種して継代

している。

２）材料の採集およびラット糞再浮遊液の調製

実験に用いた感染ラットは，接種後８日目頃から12日

目頃にわたって多くのＬ,幼虫と虫卵を糞内に排出した

ので，この期間の排出後３～４時間以内の糞を供試材料

とした。糞の採取時には，金属製網ケージの糞尿受皿に

少量の水を入れ，適度の湿度を与えて乾燥を防止した。

採取した糞に約10倍量の蒸留水を加えてよく混和し，

－重のガーゼで濾過して粗大來雑物を除去した。得られ

た濾液を1,500rpm，３分間遠心し，沈澄量の約４倍量の

蒸留水または１０～40％の庶糖液を加え，再浮遊させた

（以下，糞再浮遊液と呼ぶ)。

３）イソペーク溶液および庶糖液の調製

糞再浮遊液からＬ,幼虫と虫卵を分離するために，以

下に述べる２種類の不連続密度勾配液を利用した。

まず，血液とほぼ等張で尿路・血管造影剤として広く

使用され，またマラリア原虫の分離などにも利用されて

いる（ＲｏｗｌｅｙｅｔａＬ,1967；RickwoodandBirnie,1975；

EuguiandAllison,１９７９；藤岡ら，1983）イソペーク

③280〔メトリゾ酸のカルシウム・メグルミン塩を60.2

w／v％含有（鳥居薬品・東京)〕を原液として，これを

５０，３３，２５，２０Ｖ／v％になるように蒸留水で希釈して用

いた（以下，イソペーク溶液と呼ぶ)。

また，蒸留水で４０，３０，２０，１０ｗ／v％の庶糖液を調製

して，不連続密度勾配遠心法および遠心浮上法の試薬と

した。これら溶液の比重はＴａｂｌｅｌに示した。

４）糞排出後の経時的孵化率

感染ラットにエーテル麻酔を行い，排出した糞から後

述の遠心浮上法によって虫卵を分離し，その孵化率を経

時的に測定した。１８℃および25℃の室温下で，スライド

ガラス上にガラス片を接着きせ製作した小室（ｌ５ｍｍｘｌ５

ｍｘ３ｍ）内に，虫卵浮遊液0.5,Ｚ（約150個の虫卵を含

む）をとり，カバーガラスを掛けて乾燥を防ぎ30分間隔

で４時間にわたって実体顕微鏡下で観察を続け，Ｌ'幼

虫に孵化する個体を数えた。

５）Ｌ,幼虫の生存率

２０℃の室温下で，前記のスライドガラス上の小室の

各々に調製したイソペーク溶液，庶糖液および対照とし

て蒸留水を0.5,J宛を入れた。Ｌ,幼虫浮遊液25川（約

150匹を含む）を各々の小室に加えて静かに混和し，Ｌ，

幼虫の運動性の変化および生死を10分間隔で30分間にわ

たり実体顕微鏡下で観察した。虫体が収縮し，運動能力

を失い，かつ直線状になった個体を蒸留水に浮遊して

も，運動能力等に回復が見られなかったので死と判定

し，生存率を算出した。

６）不連続密度勾配遠心法によるＬ,幼虫および虫卵

の分離

ニトロセルロース製遠心管（５，J）内に，高密度

（50％）のイソペーク溶液から低密度（20％）の液まで

順次に１，J宛静かに重層し，不連続密度勾配を作成した。

この勾配の最上層に糞再浮遊液１，Jをのせ，1,500rpm，

３分間遠心したのち，沈澄の上面にあたる遠心管壁に２７

Ｇの注射針で穴をあけ，流出するイソペーク溶液を５滴

宛に分画した。分画後直ちに各国分の密度を測定すると

共に，各国分内に含まれるＬ,幼虫（虫卵を含む）を数え

た。また同様に40～10％の庶糖液を用いて不連続密度勾

配を作成し，上記と同様の分画処理を行った。この場合

には，Ｌ,幼虫および虫卵を別々に計数した。

７）庶糖液遠心浮上法によるＬ,幼虫の分離

各種濃度に調製した庶糖液で糞再浮遊液を作り，その

４ｍZをそれぞれ遠心管に入れ，さらに蒸留水１，Jを重層

して，1,500rpm，３分間遠心し，３滴宛に分画後，Ｌ，

幼虫（虫卵を含む，以下同様）を数えた。

８）庶糖液遠心浮上法によるＬ,幼虫分離に影響する

要因の検討

４０％庶糖液で糞再浮遊液を調製し，ａ）庶糖液量，

ｂ）蒸留水重層の有無，およびｃ）遠心条件のＬ,幼虫回

収率に及ぼす影響を検討した。なお，本調査では糞再浮

遊液から0.05,Jの５標本をとり，顕微鏡下（ｘ40)でＬ，

幼虫を計数し，その平均値から供試液中の総Ｌ,幼虫数

を求めた。その総数を基準として，分離操作後の総数か

ら回収率を算出した。

ａ）糞沈澄にｌ～８倍量の40％庶糖液を加えて糞再

浮遊液を調製し，その各々４，Jを遠心管にとり，蒸留水

１，Jを重層して，1.500rpm，３分間遠心し，蒸留水画分

のＬ,幼虫を数えた。

ｂ）糞再浮遊液５，Jを遠心管にとり，蒸留水を重層

せずに遠心した場合と，糞再浮遊液４ｍに蒸留水１，Jを

重層し，遠心を行なった場合のＬ,幼虫回収率を比較検

討した。

ｃ）糞再浮遊液４，Jに蒸留水１，Jを重層し，そのま

ま10分間靜置したのち蒸留水画分から幼虫を回収した場

合と，1,500rpm，３分間の遠心操作を行なった際の回収

TableLDensitiesoflsopaque⑨andsucrosesolution

usedmthisstudy

Isopaque⑧ Ｓｕｃｒｏｓｅ

ConcentrationDensity

（％）（g/ｍｌ）

ConcentrationDensity

（％）（ｇ/ｍｌ）

０
３
５
０

５
３
２
２

1．１４

１．０８

１．０５

１．０３

０
０
０
０

４
３
２
１

１．１８

１．１３

１．０８

１．０４
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Ｌ,幼虫となり，残余は未孵化卵であった。温度条件１８

℃では30分後に21.8％，６０分後に75.1％，120分後に

95.0％，210分後に99.0％が各々Ｌ,幼虫に孵化した。温

度条件25℃では孵化が早まり，３０分後に47.4％，６０分後

に92.3％，120分後に99.0％がそれぞれＬ,幼虫に孵化し

た（Figl）これらの結果から，ネズミ糞線虫の虫卵は

排出後ｌ～２時間で孵化してＬ,幼虫になることが確か

められた。

２．Ｌ,幼虫の生存率

イソペーク溶液内における１０分後のＬ,幼虫生存率は，

50％液で78.5％，３３％液で８５．９％，２５％液で90.0％，

20％液で100％であり，２０分後にはそれぞれの液内で

33.4％，69.2％，83.3％，97.4％，また30分後にはそれ

ぞれ０％，7.7％，41.8％，96.2％であった。

庶糖液内での生存率は，１０分後に40％液で84.2％，

率を比較した。また蒸留水を重層したのち1,000,

1,500,2,000および2,500rpmで，３分間または５分間遠

心した場合の各々におけるＬ,幼虫回収率を比較検討し

た。

結果

１．排糞後の経時的幼虫孵化率

排出直後の糞中ではすでに約15.8％の虫卵が孵化して

1０

＞一○二一一～

５

（。－．）ｃ一『区】Ｅ一一』一旬エ

1０

５

（。－．）』一再匡二」⑪二。。②区

ImCubatilmTimo(､i、）

Fig.１．EffectoftemperaturesonhatchingｏｆＳ．、〃ノ

larvae､Eggssuspendedinwaterwereincubaｔｅｄａｔ

ｌ８ｏＣ(Ａ)ｏｒ２５°Ｃ(B)．

一
Ｅ
一
国
）
一
一
一
画
二
③
□

■

】Ⅱ

（
□
テ
）
●
一
『
匡
一
『
二

＝

〔/） １０

５

（。｝」色一再区｛」四二つ。③区

1０

グー

ニ
ー

ーー

（二。）Ｃ一句区

５

画
室
。
。

u,

InGobaIiOnTimo(凧ｉｍ）

Ｆｉｇ．２．SurvivalratesofS．"mfirst-stagelarvaein

Isopaque、（Ａ)andsucrosesolution(B).Numerals

mfiguresindicateConcentration(070)ofthesolution
Dottedlinesshowthesurvivalrateofthelarvaein

distilledwater．

Ｆ「ａｃｔｉｏｎＮｕｍｂｅｒ

Ｆｉｇ、３．Isolationofthefirst-stagelarvａｅａｎｄｅｇｇｓｏｆ

Ｓ．、/がbylsopeque⑰（Ａ）andsucrose（B）ｄis‐

Continuousdensitygradientcentrifugation（饗蕊，

first-stagelarvae；蔚繍；eggs;▲戸▲,density)．

(40）



４１

30％液で91.4％，２０％液で93.2％，１０％液で98.2％であ

り，２０分後にはそれぞれ32.1％，３８．５％，４４．９％，

87.7％，３０分後にはそれぞれ０％，3.4％，9.0％，５１．３

％であった。蒸留水内での生存率は30分後でも９９．５％

であった（Fig.２)。

３．不連続密度勾配遠心法による分離

イソペーク溶液では第10画分（密度1.059／､Z）に

69.7％，第８画分（密度1.099／､Z）に18.8％の割合で

Ｌ,幼虫（虫卵を含む）が回収され，両画分中の合計は

88.5％であった。一方，庶糖液の第９画分（密度1.079

／ｎJ）から84.3％，第１０画分（密度1.059／､Z）から

11.5％のＬ,幼虫（虫卵を含む）が回収され，これらの２

画分を合わせると95.8％の回収率となった。また虫卵は

第８画分（密度1.089／mZ）から84.6％，第９画分から

7.5％が回収され，両画分の合計回収率は92.1％であっ

た（Fig.３)。

４．遠心浮上法によるＬ,幼虫の分離

１０％および20％庶糖液を用いた場合には，特定の画分

に幼虫が集中する傾向はjZ入られなかった。３０％庶糖液を

用いた場合には，庶糖液と蒸留水の境界画分にあたる第

８画分から33.9％のＬ,幼虫が回収され，残りの幼虫は

庶糖液層の数画分に分布していた。４０％庶糖液を用いた

場合には，分離幼虫の集中度が高く73.6％が第８画分か

ら回収された（Fig.４)。

５．遠心浮上法によるＬ,幼虫回収率に影響を与える

要因

ａ）庶糖液量の影響

Ｌ,幼虫の回収率に及ぼす庶糖液量の影響を調査した

結果いずれの液量を用いても回収率は90.5～95.3％の範

囲内にあり，実用上問題がないことが分かった（Table

２）。

ｂ）蒸留水重層の有無の影響

Ｆｉｇ５に示すように蒸留水を重層せずに遠心した場合

(B)には，最上層の画分（分画番号12）から22.5％のＬ,幼

虫が回収され，残りの77.5％のＬ,幼虫は画分ｌ～１１に

分布していた。これに対し，蒸留水を重層して遠心した

ところ(A)，第８画分から90.3％の幼虫が回収された。こ

の画分内の混入來雑物は蒸留水を重層しなかった場合の

第12画分の來雑物に比し明らかに少なかった。すなわ

ち，糞再浮遊液に用いた40％庶糖液に蒸留水を重層して

遠心浮上法を行うと，分離効果が向上し，その後の操作

が容易になることが判明した。

ｃ）遠心操作の影響

糞再浮遊液に蒸留水を重層してそのまま静置し，１０分

後に庶糖液と蒸留水の境界層からＬ,幼虫を回収したと

ころ，僅かに12.9％の低回収率であった。一方同様に処

理したのち1,500rpm，３分間遠心したところ，90.8％の

高回収率が得られた（Table３）。
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tion（070)．

次に遠心回転数と遠心時間の差が回収率に及ぼす影響

について検討した。前述の材料を1,000rpm，３分間およ

び５分間の遠心では，それぞれ90.5％および93.8％，

1,500rpmでは90.8％，94.3％，2,000rpmでは93.9％，

95.1％，2,500rpmでは95.4％，96.2％の回収率であっ

た(Table３）。

考察

糞線虫類の分化・発育に関する研究に供するために，

感染動物の糞から幼虫を分離する方法についてはすでに

多数の報告がある。それらは，ベールマン氏法，飽和食

塩水浮遊法および遠心分離法に大別される。

(41）
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Table３．Effectofnumberofrevolutionsandtimeof

centrifugationontherecovｅｒｙｒａｔｅｓｏｆＳ・rQtri

first-stagelarvae

Table２．Effectofratiooffecalsedimentstovarious

amountsofHotationmediuｍｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｒａｔｅｏｆＳ．ｍ//jlarvae

Revolutions

perminute

Ratio＊

Ｔｉｍｅ（ｍin）Recovery（％）Pｅｒｃｅｎｔｏｆ

ｒｅｃｏｖｅｒｙＳｅｄｉｍｅｎｔ：Ｍｅｄｉｕｍ ９
５
８
８
３
９
１
４
２

●
●
●
●
●
●
●
●
●

２
０
３
０
４
３
５
５
６

１
９
９
９
９
９
９
９
９

０
３
５
３
５
３
５
３
５

０＊

1,000
90.5

94.3

95.1

95.3

94.7

93.9

１
２
３
４
６
８

１

１

１

１

１

１

1,500

2,000

2,500
＊Thefecalsediments(about２ｍ/)wereresuspendedwith
differentvolumeof4007bsucrosesolution．

＊ＴｈｅｔｅｓｔｔｕｂｅｗａｓｋｅｐｔｔｏｓｔａｎｄｆＯｒｌＯｍｉｎ．

１００

８．ｶJα河icepsの幼虫を分離している。しかしネズミ糞線

虫のＬ,幼虫は短時間で孵化し，また20％以上の庶糖液

による20分間処理でもＬ,幼虫の50％以上が死亡したた

めに，この方法も不適切と考えられた。

３）遠心分離法はさらにａ）遠心沈殿法，ｂ）密度勾

配遠心法およびｃ）遠心浮上法に分けられる。

ａ）遠心沈殿法：蒸留水で再浮遊させた糞溶解液を

1,500rpm，３分間遠心した場合にＬ,幼虫は全て沈殿し

たので，本法を単純に適用してもＬ,幼虫の分離は不可

能であると考えられた。そこで本報では不連続密度勾配

遠心法と遠心浮上法の二つについて検討を加えた。

ｂ）不連続密度勾配遠心法：イソペーク液は血球成分

に悪影響を与えない血管造影剤として実用化されている。

またマラリア原虫の分離にも使用されている（Rowley，

ｅｔａＪ.,１９６９；EuguiandAllison,1979；藤岡ら，1983)。

そこでネズミ糞線虫Ｌ,幼虫に対しても影響が少ないも

のと予想して，各種濃度溶液中におけるＬ,幼虫の生存

率について検討したところ，Fig.２に示したように50％

以上のイソペーク溶液および25％以上の庶糖液では，２０

分後の生存率が50％以下に低下した。そこでこれらの溶

液中にＬ,幼虫が滞留する時間を短縮するために，遠心

操作を1,500rpm，３分間とした。

その結果，イソペーク溶液では密度1.059／mZ，庶糖

液では密度1.079／､Zの画分にそれぞれ69.7％，84.3％

のＬ,幼虫が分離され，両溶液ともに優れた分離効率を

示すことが認められた。

不連続密度勾配遠心法の短所としては，勾配液の作成

に長時間を要し，また，密度勾配液上に重層する糞再浮

遊液中の固形成分が多い場合に，それらが沈殿して密度

勾配を破壊し，結果的に分離を困難にすることがしばし

ば認められた（田口ら，1988)。したがって多量の糞を処

０５

（ｏ－ｏ）。－句区｛』四シご』四に
０

１４８１２

Ｆ｢ａ「ｌｉｏｎＮＵｍｂｅ「

Ｆｉｇ．５．Recoveryratesofthefirst-stageｌａｒｖａｅｏｆＳ・

ｒｍｒｊｗｉｔｈ(Ａ)ｏｒwithout(B)waterlayeronthetop
ofHotationmedium．

Ｄベールマン氏法はＬ,幼虫の運動性を利用した方

法であり，Varju（1966)，Nwaorgu（1983)，Shiwaku

etaM1988）などはこの方法で糞からＬ,幼虫を分離し，

培養実験に用いている。我々もネズミ糞線虫感染ラット

の糞から，ベールマン氏法（27℃，３時間）によってＬ，

幼虫の分離を試みたが，回収率は僅かに１３．７％にすぎ

ず，多数のＬ,幼虫を得る目的には不適当と判断した

（田口ら，1988)。

２）密度差を利用した飽和食塩水浮遊法によって，

Arizono（1976）はStγo"gyJoidesPJa7zice注感染犬の糞か

ら虫卵を分離し蒸留水で洗浄後，幼虫の分化・発育機構

の研究に供し，卵の飽和食塩水処理は幼虫の孵化率に影

響しないと報告している。宮本（1986）も同様な方法で

(42）
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理して多数のＬ,幼虫を集めるには何らかの改良を加え

る必要'性があった。

ｃ）遠心浮上法は以前から硫酸亜鉛溶液（比重1.18）

を用いて消化管寄生原虫の嚢子および蠕虫卵の検査に用

いられている（Burrows,１９６５；Soulsby,１９６９；Ｆａｕｓｔｅｔ

ａＪ.,１９７６）。またSulstonandBrenner（１９７４）は

Ｃａe"oγ/taMitisルgα"sの幼虫を35％庶糖液を用いて，

MoncolandTriantaphyllou（１９７８）はＳｔγo7zgyZoiaes

γα"so〃の虫卵を密度1.139／mZの庶糖液を用いて，そ

れぞれ遠心浮上法で分離している。しかしこれらの報告

では，庶糖液の上部に蒸留水を重層する手技は行われて

いない。

本研究では，まず遠心浮上法に用いる庶糖液の濃度差

がＬ,幼虫の分離効率に及ぼす影響を検討したところ，

庶糖液の濃度が高くなるほど分離効率も高くなり，４０％

庶糖液を用いた場合に最も高い回収率となった。このこ

とは虫体の比重（1.05～1.07）と用いた庶糖液の密度の

差が大きいほど浮上力が大きくなるので，分離効率が良

くなることを示している。

次に糞遠心沈澄の再浮遊に用いる40％庶糖液量の影響

について検討した結果，糞沈澄と等量あるいは２～８倍

量の40％庶糖液を用いても分離効率には大差がなかった。

また遠心操作は高い回収率を得るために不可欠であるこ

とが判明したが，1,000rpm，３分間の遠心と2,000rpm，

５分間の遠心では回収率に殆ど差がなかった。さらに糞

沈澄を40％庶糖液で再浮遊させ，少量（１，，の蒸留水

を重層して遠心したところ，蒸留水を重層しなかった場

合と比較して，回収率が高く，糞固形成分（夫雑物）の

混入量も少ないことが示された。この回収率の向上の機

構は不明であるが，遠心浮上法は遠心力場において，溶

媒と粒子の密度の差が正の粒子は沈降し，負の粒子は浮

上することを利用したものである（高浪，1962)。そこ

で，４０％庶糖液に蒸留水を重層して遠心すると，密度差

により浮上してきた虫体が，蒸留水の重層により形成さ

れた密度勾配相（庶糖濃度の薄い相）に入り，粘度の低

下などにより，より浮上し易くなったことによると考え

られる。逆に言えぼ，蒸留水を重層しなかった場合の低

回収率は，庶糖液の粘性により，浮上力が影響されたも

のと考えられる。

ネズミ糞線虫のＬ３幼虫をラットに感染させると，５

日目頃から糞便内にＬ,幼虫の排出がふられるが，約２

週間後にはラット糞中のＬＰＧ(larvapergram）が著しく

低下する傾向を示すので（天野ら，1959)，感染後期の

ラット糞から培養実験に用いるＬ,幼虫を分離するため

には比較的多量の糞を処理しなければならない。我々が

改良した蒸留水重層庶糖液遠心浮上法は，回収率が高

く，操作が簡便で，多量の糞からの分離も確実に出来る

ことが示され，優れた分離法であると考えられた。
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! Abstract •
j i

STUDIES ON THE DEVELOPMENT AND DIFFERENTIATION OF

5TRONGYLOIDES RA TTI

I. IMPROVED ISOLATION METHOD OF THE FIRST-STAGE LARVAE

ITSUHIRO TAGUCHI, CHIHARU SUTO AND NOBUO KUMADA

(Department of Medical Zoology, Nagoya University School of Medicine,

Tsurumai, Showa-ku, Nagoya 466, Japan)

In order to improve the collection method of the first-stage larvae (L^ of Strongyloides ratti from

the feces of infected rat, discontinuous density gradient centrifugation methods with Isopaque® or sucrose

solutions were tested in the first place. Although ca. 70% and 84% of Lj in the rat feces, respectively, were

fractionated at densities of 1.05 %/ml (Isopaque®) and 1.07 g/ml (sucrose), these conventional methods were

inadequate for the purpose in taking much time for the preparation of the gradient solutions and in the fragility

of the gradients to the food wastes remained in the fecal suspension. In the next place, a modified flotation

centrifugation method was invented, in which a small volume of distilled water was overlaid on the floating

fluid, 40% sucrose solution, before centrifugation. The modified procedures were carried on with the preparation

of ca. 10% suspension of the freshly collected rat feces in distilled water, filtration of the fecal suspension

through a layer of cotton gauze, centrifugation of the filtrate at 1,500 rpm for 3 min to get crude fecal sediment;

then the sediment was resuspended with 40% sucrose solution in a test tube before adding ca. 1 ml distilled

water on the top of the resuspension. The test tube was then centrifuged again at 1,500 rpm for 3 min, and

finally, more than 93% of the viable L} in the fecal suspension were isolated from the boundary layer between

the sucrose solution and distilled water with a Pasteur pipette. This method is more simple and efficient than

any other methods ever described for the isolation of L{ of Strongyloides spp. from the feces.

(45)




